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Beschreibung 



Genetische Transformation von Ciliatenzellen dutch Microcarrier-Bombardement mit 
DNA beladenen Goldpartikein 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Expression einer heterologen 
DNA in einem neuen Expressionssystem bzw. Wirt. 

Ciliaten sind einzellige. tierische Eukaryonten. Sie besitzenfast alle typischen 
Eigenschaften eukaryontischer Zellen und bieten gleichzeitig den Vorteil, dafi sie 
ahnlich wie Prokaryonten kultiviert werden konnen. Das bedeutet. dali man 
genetisch identische Klone ausgehend von einzelnen Zellen durch vegetative 
Vermehrung heranziehen kann. Dabei sind be! einigen Arten sehr hohe Zelldichten 
in kontinuierlicher oder Batch-Kultur erzielbar. Zudem konnen sich Ciliaten v^ie die 
meisten Eukaryonten sexuell fortpflanzen. Die sexuelle Fortpflanzung. bei den 
Ciliaten Konjugation genannt. kann man induzieren. indem man Zellen 
unterschiedlichen Paarungstyps (Paamngstypen sind "multiple Geschlechter) unter 
geeigneten Bedingungen zusammenbringt. Diese Eigenschaft bietet den Vorteil, 
dali man Ciliaten v>/ie hOhere Eukaryonten kreuzen kann und dadurch z.B. StSmme 
erzeugen kann, die fiir ausgewShlte Merkmale homozygot sind. 

Zusatzlich zu den fur die meisten Eukaryonten typischen Merkmalen besitzen 
Ciliaten eine Anzahl von strukturellen und funktionellen Besonderheiten. die sie 
sowohl fur die zellbiologische Grundlagenforschung als auch fiir biotechnologische 
Anwendungen besonders geeignet machen. So findet man in fast alien 
Ciliatenzellen zwei unterschiedlich differenzierte Typen von Zellkemen: kleine. 
transkriptionsinaktive, meist diploide Mikronuclei und meist sehr grolie, DNA-reiche 
Makronuclei. Die Mikronuclei haben hauptsachlich generative Funktionen, das 
heifit. im Verlauf der Konjugation entstehen aus ihnen durch Meiose haploide 
Gametenkerne. Die Gametenkerne von zwei Konjugationspartnern konnen zu 
Zygotenkernen verschmelzen und eine neue Zellgeneration mit genetisch 
rekombinierten Mikronucieusgenomen entstehen lessen. Aus den Zygotenkernen 
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der neuen Generation gehen durch Teilung durch neue Makronuclei hervor. Die 
Makronuclei steuern alle somatischen VorgSnge der Zellen. Ihr Genom wird 
permanent transkribiert. Im Verlauf der Makronucleusentwicklung laufen vielfach 
drastische Eliminations- und Reorganisationsvorgange im Genom ab. Bel einigen 
Arten warden bis zu 98 % des Mikronucleusgenoms eiiminiert, intervenierende 
Sequenzen werden aus Genen herausgeschnitten und codierende Regionen 
konnen vollig neu rearrangiert werden ("gene scrambling"). Bel alien daraufhin 
untersuchten Ciliaten liegen die Gene im Makronucleus mehr oder weniger stark 
amplifiziert vor. Die Kopienzahlen konnen je nach betrachtetem Gen und Ciliatenart 
bis zu mehreren Millionen betragen. 

Die molekularbiologischen Besonderheiten der Ciliatengenome haben in der 
jungsten Vergangenheit zu einigen aufsehenerregenden Entdeckungen gefiihrt. So 
wurden z.B. die selbst-spleiftenden Introns (Ribozyme) zuerst in hochamplifizierten 
Ciliatengenen gefunden (Cech, T.R., B.L. Bass (1986): Ann. Rev. Biochem. 55, 599- 
629). Ebenso wurde die Struktur von Telomeren, den Endstrukturen linearer DNA- 
Molekule und der sie synthetisierenden Telomerasen zuerst bei Ciliaten aufgeklart 
(Blackburn, E.H. (1991): Nature 350. 569-573). Es zeigte sich spater, dafi diese 
grundlegenden V/orgSnge und Strukturen. die aufgrund der besonderen 
Genomstruktur zunachst bei Ciliaten entdeckt wurden, auch fur fast alle anderen 
Eukaryonten charakteristisch sind, dort nur viel schwerer zu entdecken und zu 
untersuchen sind. 

Die skizzierten Besonderheiten der Ciliaten lessen ihre Venvendung auch fur 
biotechnologische Zwecke besonders lohnend erscheinen. Kurz zusammengefaBt 
stutzen die folgenden Grunde diese Annahme: 

1. Ciliaten sind einzellige Eukaryonten, die sich in klonalen Kulturen wie 
prokaryontlsche Mikroorganismen in hoher Zelldichte bei relativ kurzen 
Generationszeiten heranziehen lassen. 
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Ihre Zellen weisen fast alle eukaryontischen Eigenschaften auf, die 
Prokaryonten fehlen. 2.B. im Bereich der DNA-Repiikation, der Transkription 
und des Processings, der Translation, der Cytoskelett- und 
Membranstrukturen. der Endo- und Exocytosevorgange u.a.. 

Da Ciliaten hochentwickelte, spat vom gemeinsamen Stammbaum 
abzweigende Eukaryonten sind, weisen ihre Enzyme, Struktur- und 
Membranproteine sowie ihre Stoffwechselwege vie! hohere Ahnlichkeit mil 
den entsprechenden Strukturen und Vorgangen bei vielzelligen Eukaryonten 
(Z.B. Mensch) auf als das bei vergleichbaren Strukturen und Vorgangen von 
Prokaryonten (Bakterlen) der Fall ist, sofern homologe Elemente dort 
iiberhaupt vorkommen. 

In den somatischen Makronucleusgenomen der meisten Ciliatenarten liegen 
alle Gene mehr oder weniger stark amplifiziert vor, was zu einer hohen 
Expressionsrate schon unter nomialen Bedingungen fiihrt. Der Grad der 
Amplifikation mancher Gene kann durch geeignete MaUnahmen erhOht 
werden. 



Das biotechnologlsche Potential, das die Ciliaten fur die Gewinnung zelleigener 
Oder heterologer Produkte bieten kPnnen, ist bisher noch kaum erkannt und 
Versuche zu seiner Nutzung sind noch in der Labortestphase. Erste, 
erfolgsversprechende Ansatze zur Produktion und Gewinnung zelleigener Stoffe 
aus Ciliaten in groBerem MafJstab wurden erst vor kurzem publiziert (Kly. T., A. 
Tiedtke (1991): Appl. Microbiol. Biotechnol. 35, 14-18; Kiy. T.. G. Scheidgen- 
Kleybold, A. Tiedtke (1996): Enzyme and Microbial Technology 18. 268-274). 

Die Expression heterologer Gene oder modifizierter, arteigener Gene scheiterte 
bisher hauptsachlich daran, daft die Ciblichen Methoden, die zur Transformation von 
Eukaryonten zu Verfugung stehen, bei Ciliaten nur in wenigen Ausnahmefailen zu 
ausreichend hohen Transformationsraten fuhrten (Gaertig, J.. M. Goravsky (1992): 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89. 9196-9200). Auflerdem standen bisher kaum 
geeignete Selektionsmarker fur Transformationsversuche mit Ciliaten zu Verfugung, 
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da einige Markersysteme, die allgemein fur Eukaryontentransformationen 
erfolgreich eingesetzt werden, sich bei Ciliaten offenbar nicht anwenden liefien 
(Wunning, I.U., Lipps. H.J. (1983): EMBO J.2. 1753-1757; Meyers, G., E. 
Helftenbein (1988): Gen© 63, 31-40). 

Ein Grund fur die Schwierigkeiten, Ciliaten erfolgreich zu transformleren, liegt 
vermutlich darin, da(i die Zellen von einer komplexen und stabilen Cortexstruktur 
umgeben sind. 

Seit kurzem ist es bekannt, dali man Pflanzenzellen, die von einer festen und 
starren Zellwand umgeben sind, mit der Methode des Microcarrlerbombardements 
sehr effektiv transformleren kann (Boynton, J.E.. N.W. Gillham, E.H. Harris. J. P. 
Hosier, A.M. Johnson, A.R. Jones, B.L. Randolp-Anderson, D. Robertson, T.M. 
Klein. KB. Shark, J.C. Sanford (1988): Science 240, 1534-1537; Klein, T.M., L. 
Kornstein. J.C. Sanford, M.E. Fromm (1989): Plant Physiol. 91, 440-444; Klein. T.M., 
E.D. Wolf, R. Wu, J.C. Sanford (1987): Nature 327, 70-73). Diese blolistische 
Methode ist mittleoAreile optimiert worden (Sanford. J.C, F.D. Smith, J.A. Russell 
(1993): Meth. Enzymol. 217, 483-509) und wurde auch erfolgreich zur 
Transformation von Saugerzellen (Fitzpatrick-McElligott, 8. (1992): Bio/Technology 
10, 1036-1040) und Seeigeleiern (Akasaka. K., A. Nishimura, K. Hijikata, Y. Luchi, J. 
Morokuma, M. Takahashi. H. Morikawa. H. Shimada (1995): Molecular Marine 
Biology and Biotechnology 4(3). 255-261) eingesetzt. Die Besonderheit dieser 
Transformationsmethode eriaubt es sogar, intrazellulare Kompartimente wie z.B. 
Chloroplasten Oder Mitochondiren zu transformleren (Boynton. J.E., N.W. Gillham. 
E.H. Harris, J.P. Hosier, A.M. Johnson, A.R. Jones, B.L. Randolph-Anderson, D. 
Robertson, T.M. Klein. K.B. Shark, J.C. Sanford (1988): Science 240. 1534-1537; 
Johnston. S.A., P.Q. Anziano. K. Shark, J.C. Sanford, R.A. Butow (1988) Science 
240, 1538-1541). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung Ist es, ein Verfahren zur Expression einer 
heterologen DNA in einem neuen Expressionssystem bzw. Wirt bereitzustellen. 
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Die Aufgabe wird gelbsl durch die unabhangigen Anspriiche 1 und 17 und im 
besonderen durch die bevorzugten Ausgestaltungen der Unteranspruche 2 bis 16 
und 18 bis 23. 

Demgemafi betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Expression einer 
heterologen DNA in einem Expressionsystem, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Expressionssystem transformierte Ciliatenzellen verwendet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die heterologe DNA- 
Sequenz ein Gen ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA- 
Sequenz menschlichen Ursprungs ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dali die DNA 
tierischen Ursprungs Ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. dali die DNA 
pflanzlichen Ursprungs ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft die DNA 
bakteriellen Ursprungs ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA 
pilzlichen Ursprungs ist. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, bestehend unter 
anderem aus den Schritten: 

a) Herstellung eines Expressionsvektors, der die folgenden DNA-Teilsequenzen 

enthalt; 
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i) einen Promotor, der in Ciliaten aktiv ist und die Transkription der zu 
exprimierenden heterologen DNA bewirkt; 

ii) die mit dem Promotor in sens-Orientierung verbundene zu 
exprimierende heterologe DNA; 

iii) ein die Transkription beendendes Terminierungssignal, das in Ciliaten 
aktiv ist; 

iv) wahlweise einen geeigneten ori (origin of relication = Ursprung der 
Replikation), der die Vermehrung des Vektors in der Wirtszelle 
bewirkt; und 

b) Transformation der Ciliatenzellen mit dem Expressionsvektor gemaB Schritt 

(a). 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzelchnet, da(S die Ciliatenzellen mittels der Methode des Microcarrier- 
Bombardement mit DNA beladenen Goldpartikein transformiert werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafi fur die 
Transformation der Ciliatenzellen das Plasmid pRT103gus verwendet wird, welches 
die heterologe DNA enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daft das Plasmid den 
35S-Promotor des Cauliflower-Mosaic-Virus, die kodierende Region der heterologen 
DNA und ein Polyadenyiierungssignal enthSlt. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren r^er Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Ciliatenzellen ausgewahit sind aus der Gruppe Holotrichia, 
Peritrichia, Spirotrichia und Suctoria. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dad die Ciliatenzellen 
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ausgewahit sind aus der Gruppe Tetrahymena, Paramecium, Colpidium. Colpoda. 
Glaucoma. Platyophrya, Vorticella, Potomacus, Pseudocohnilembus. Euplotes, 
Engelmaniella und Stylonychia. 

14. Verfahren nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, dali als 
Expressionssystem Zellen der Ciliatenart Stylonychia lemnae verwendet werden. 

15. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 14. dadurch 
gekennzeichnet, dafi die heterologe DNA in vitro modifiziert \Aajrde. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15. dadurch gekennzeichnet. dafi 
das Expessionsprodukt ein Protein ist. 

17. Ciiiat, erhaltlich durch Transformation mit heterologer DNA. 

18. Ciiiat nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet. dafi die Transformation 
mittels der Methode des Microcarrier-Bombardement mit DNA beladenen 
Goldpartikein durchgefuhrt wurde. 

19. Ciiiat nach Anspruch 17 oder 18. erhaltlich durch die folgenden 
Verfahrensschritte: 

a) Herstellung eines Expressionsvektors, der die folgenden DNA-Teilsequenzen 
enthalt: 

i) einen Promoter, der in Ciliaten aktiv ist und die Transskription der zu 
exprimierenden heterologen DNA bewirkt; 

ii) die mit dem Promotor in sens-Orientierung verbundene zu 
exphmierende heterologe DNA; 

iii) ein die Transskription beendendes Terminierungssignal, das in 
Ciliaten aktiv ist; 
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iv) wahlweise einen geeigneten ori (origin of relication = Ursprung der 

Replikation), der die Vermehrung des Vektors in der Wirtszelle bewirkt; und 

b) Transformation der Ciliatenzellen mit dem Expressionsvektor gemali Schritl 
(a). 

20. Ciiiat nach einem odermehreren der Anspruche 17 bis 19, dadurch 
gekennzelchnet, daft er mit dem die heterologen DNA enthaltendenPlasmid 
pRTI 03gus transformiert wurde. 

21. Ciiiat nach Anspruch 20. dadurch gekennzeichnet, dafl das Plasmid den 35-S- 
Promotor des Cauliflower-Mosaic-Virus, die kodierende Region der heterologen 
DNA und ein Polyadenylierungssignal enthSlt. 

22. Verfahren nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dafJ der 
Expressionsvektor zusatzlich noch eine Signalsequenz enthalt, welche zum 
Ausschleusen des Genprodukts aus der Zelle fuhrt. 

23. Ciiiat nach nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dali der 
Expressionsvektor zusStzlich noch eine Signalsequenz enthalt. welche zum 
Ausschleusen des Genprodukts aus der Zelle fuhrt. 

Mit dem nachfolgend beschriebenen Versuchsansatz wurde die Methode des 
Microcarrier-Bombardements mit DNA beladenen Goldpartikein zum ersten Mai zur 
Transformation von Ciliatenzellen angewendet. Die Versuchsergebnisse zeigen. 
da(i mit dieser Methode, angewendet mit dem Heliumgas-betriebenen Gerat der Fa. 
Biorad, eine sehr einfache und effektive Transformation von Ciliatenzellen moglich 
ist. Der Versuch zeigl aufterdem. dafi das venvendete heterologe Gen nach der 
Transformation in den Ciliatenzellen zu einem funktionsfShigen Genprodukt 
exprimiert wurde. Damit bietet diese Methode die MOglichkeit. Ciliaten wirkungsvoll 
fur biolechnologische Zwecke sowohl mit heterologen ("fremden") als auch mit ggf. 
gentechnisch veranderten homologen Genen zu transformieren. Daraus folgt, dali 
durch die Anwendung dieser Transfomiationstechnik die eingangs erwShnten, 
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vorteilhaften molekularbiologischen Besonderheiten der Ciliaten erstmals in 
groBerem Malistab fur biotechnologische Anwendungen ausgenutzt werden 
konnen. 



Beispiele: 

1 DNA-Prazipitation auf die Microcarrierpartikel 

Goldpartikel (1,6 pm Durchmesser) werden zu 40 mg/ml in Wasser 
suspendiert. Von der Partikelsuspension werden 25 pi mit 5 pi DNA-Losung 
(Konz. 1 pg/pi in TE-Puffer), 25 pi 2,5 M CaCl2-Lbsung. 20 pi 0,1 M 
Spermidinlbsung unter Vortaxen gemischt. Nach Inkubation bei 
Raumtemperatur fur 10 min werden die Partikel durch Zentrifugieren in der 
Minifuge (12 000 rpm) sedimentiert. 50 pi des Uberstandes werden 
abgenommen und verworfen, der Rest wird resuspendiert. Davon werden 3 pi 
auf die Membran (mpture disk) fiir das Bombardement pipettiert. 



2. Verwendetes Markerplasmid 

Fiir die Transformation wurde das Plasmid pRT103gus benutzt. Es trSgt eine 
Ampicillinresistenz, den 35S-Promotor des Cauliflower-Mosaic-Virus, die 
codierende Region des (i-Glucuronidase-Gens von E. coli und ein 
Polyadenylierungssignal und wird erfolgreich zur Transformation von 
Pflanzen eingesetzt. 



Transformation und verwendeter Organismus 

Die Transformation wurde mit dem BIOLISTIC Particle Delivery System 
(PDS-1 000/He) der Firma BIO-RAD durchgefuhrt. 

Fur die Transformationsexperimente wurden Zellen der Ciliatenart 
Stylonychia lemnae (Ciliate, Hypotrichida), Stamm Do-6/E benutzt. Die Zellen 
hatten vor dem Experiment einen Tag lang gehungert. Sie wurden auf 
Nylongaze mit 30 pm Maschenweite konzentriert und mit der 
geringstmoglichen Menge Kulturmedium (Pringsheim's Losung) unmittelbar 
vor dem Versuch in eine Plastikpetrischale gespult. Die Schale mit den 
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konzentrierten Zellen wurde auf den Boden der Kammer des 
Transformalionsgerats gestellt. Das Bombardement erfolgte aus dem 
grofitmoglichen Abstand, den das Gerat eriaubt. Es wurde ein Burst-Druck 
von 450 psi und die entsprechende "rupture disk" verwendet. Sofort nach 
dem Bombardement wurden die Zellen in Kulturmedium verdunnt und 
schwach mit Futterorganismen (Chlorogonium elongatum) angefuttert. 

4. Nachweis der Glucuronidase-Aktivitat 

Als Substrat fur die Glucuronidase werden 25 mg 5-Brom-4-chlor-3-indolyl- 
glucuronid in 4 ml DMSO und 40 ml 10 mM EDTA, 100 mM 
Natriumphosphatpuffer pH 7,0, 0,1 % Triton gelost. Die transformierten 
Ciliatenzellen wurden zwei Tage nach dem Transformationsexperiment durch 
Filtration auf einem Filter gesammelt. Die Filter mit den Ciliatenzellen wurden 
in der SubstratlOsung bei 32**C inkubiert. Durch die Triton-haltige LOsung 
werden die Zellen partiell lysiert. Zellen, die das transformierte 
Glucuronidase-Gen exprimieren, sind nach kurzer Zeit an einer deullichen 
Blaufarbung zu erkennen. Nicht-transformierte, aber ansonsten gleich 
behandelte Kontrolzellen zeigen auch nach mehrstundiger Inkubation keine 
Blaufarbung. 
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Patentanspriiche: 

1 Verfahren zur Expression einer heterologen DNA in einem 

Expressionsystem. dadurch gekennzeichnet, daB als Expressionssystem 
transformierte Ciliatenzellen verwendet werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daU die heterologe 
DNA-Sequenz ein Gen ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet, dad die DNA- 
Sequenz menschlichen Ursprungs ist. 



4. 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. da(3 die DNA 
tierischen Ursprungs ist. 



5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. da(i die DNA 
pflanzlichen Ursprungs ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafJ die DNA 
bakteriellen Ursprungs ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, dad die DNA 
pilzlichen Ursprungs ist. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, bestehend 
unter anderem aus den Schritten: 

a) Herstellung eines Expressionsvektors, der die folgenden DNA- 
Teilsequenzen enthalt: 

i) einen Promoter, der in Ciiiaten aktiv ist und die Transkription 
der zu exprimierenden heterologen DNA bewirkt. 



i 
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ii) die mit dem Promotor in s ns-Orientierung verbundene zu 
exprimierende helerologe DNA; 

iii) ein die Transkription beendendes Terminierungssignal, das in 
Ciliaten aktiv ist; 

(iv) wahlweise einen geeigneten ori (origin of relication = Ursprung 
der Replikation), der die Vermehrung des Vektors in der 
Wirtszelle bewirkt; und 

b) Transformation der Ciliatenzellen mit dem Expressionsvektor gemaS 
Schritt (a). 

9. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Ciliatenzellen mittels der Melhode des Microcarrier- 
Bombardement mit DNA beladenen Goldpartikein transformiert warden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9. dadurch gekennzeichnet, daft fur die 
Transformation der Ciliatenzellen das Piasmid pRT103gus venA^endet wird, 
welches die heteroioge DNA enthait. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, daft das Piasmid den 
35S-Promotor des Cauliflower-Mosaic-Virus, die kodierende Region der 
heterologen DNA und ein Polyadenylienjngssignal enthait. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 11 , dadurch 
gekennzeichnet. daft die Ciliatenzellen ausgewahit sind aus der Gruppe 
Holotrichia, Peritrichia, Spirotrichia und Suctoria. 

13. Verfahren nach Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet, daft die 
Ciliatenzellen ausgewShlt sind aus der Gruppe Tetrahymena, Paramecium. 
Colpidium, Colpoda, Glaucoma, Platyophrya, Vorticella, Potomacus. 
Pseudocohnilembus, Euplotes, Engelmaniella und Stylonychia. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet. dali als 
Expressionssystem Zellen der Ciliatenart Stylonychia lemnae verwendet 
werden. 

1 5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 4, dadurch 
gekennzeichnet, dad die heterologe DNA in vitro modlfiziert v^^rde. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dad 
das Expessionsprodukt ein Protein ist. 

17. Ciliat, erhSltlich durch Transformation mil heterologer DNA. 

18. Ciliat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dali die Transformation 
mittels der Methode des Microcarrier-Bombardement mit DNA beladenen 
Goldpartikein durchgefOhrt wurde. 

19. Ciliat nach Anspruch 17 oder 18, erhSltlich durch die folgenden 
Verfahrensschritte: 

a) Herstellung eines Expressionsvektors, der die folgenden DNA- 
Teilsequenzen enthSIt: 

i) einen Promoter, der in Ciliaten aktiv ist und die Transskription 
der zu exprimierenden heterologen DNA bewirkt; 

ii) die mit dem Promoter in sens-Orientierung verbundene zu 
exprimierende heterologe DNA; 

iii) ein die Transskription beendendes Terminierungssignal, das in 
Ciliaten aktiv ist; 

(iv) wahlv»/eise einen geeigneten ori (origin of reliplation = Ursprung 
der Replikation), der die Vermehrung des Vektors in der 



wo 98701572 



PCT/EP97/03472 



14 

Wirtszelle be\virkt; und 

b) Transformation der Ciliatenzellen mit dem Expressionsvektor gemafi 
Schritt (a). 

20. Ciliat nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 7 bis 1 9, dadurch 
gekennzeichnet, dali er mit dem die helerologen DNA enthaltendenPlasmid 
pRT103gus transformiert wurde. 

21 . Ciliat nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB das Plasmid den 35- 
S-Promotor des Cauliflower-Mosaic-Virus, die kodierende Region der 
heterologen DNA und ein Polyadenylierungssignal enthalt. 

22. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daS der 
Expressionsvektor zusatzlich noch eine Signalsequenz enthSlt. welche zum 
Ausschleusen des Genprodukts aus der Zelle fuhrt. 

23. Ciliat nach nach Anspruch 1 9. dadurch gekennzeichnet, da(i der 
Expressionsvektor zusStzlich noch eine Signalsequenz enthalt, welche zum 
Ausschleusen des Genprodukts aus der Zelle fuhrt. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Interna .1 Apptlcatton No 

PCT/EP 97/03472 



A. CLASSIFICATION F SUBJECT MATTER 0.11/11 

IPC 6 C12N15/79 C12N15/87 C12N1/11 



Acoofdlng to IntemaMonal Patent Cla»»Hicatioo (IPC) or to both naHonal ola»«itiiiatioi» and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum dooumsntation narohtd (claaaifioiition •y»teni (ollowed by damiifioation lymbota) 

IPC 6 C12N 



Oooum«ntation Marched other than mmonumdooumentationto the extent thaisuoh documenti >n included in the fields »in>l..d 



Ehotronic data bam oonwlted during the international search {name ol data base and, where pra<*«al, search terms used) 



C. DOCUMEMT8 CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Catagoty ' Citation ot dooumant, with indication, whew appropriate, of the relevant passages 



KAHN R. ET AL. : "Transformation of 
Tetrahymena thermophila by microinjection 
of a foreign gene" 
PNAS.U.S.A.. 

vol. 90, no. 20, 15 October 1993, 
pages 9295-9299, XPO02044342 
see the whole document 

HAYNES W. ET AL.: "Induction of 
antibiotic resistance in Paramecium 
tetraurelia by the bacterial gene 
APH-3'-ir 

JOURNAL OF EUKARYOTIC MICROBIOLOGY, 
vol. 42, no. 1, 1995, 
pages 83-91, XPOO2044343 
see the whole document 



■/" 



Relevant to daim No. 



1,2,6,8, 

12.13. 

15-17,19 



1,2,6,8, 
13, 

15-17,19 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent fami*y membere aie ttifted in annex. 



* Special categories at ctted documents : 

'A* document defining the general state ol the art which is not 

considered to be of paiticular relevance 
"E" earlisf document but publithed on or after the mtemabonat 

filing date 

•L' document whioh may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document referring to an oral <S«alasure, uu, exhbttian or 
other means 

*P* document published prior to the international ftHng date but 
later than the priority date claimed 



'T* later document put>lished after the Intemstional filing date 
or priorrty date and not in oonftot with the application but 
cited to understand the prtnoiple or theory underlying the 
invention 

•X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be oonsiderodnovd or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document » taken alone 

"Y" document of particular relevance; the clamed Invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined wUh one or more other such doou- 
menti, such combination being obvtoua to a person skilled 
in the mxi, 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the intemational aearch 



23 October 1997 



Name and maiting addreis of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 PatenUaan 2 
NL-22eO HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tk. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3018 



Date of mailing of the intemational seoroh report 



3 1. 10. 97 



Authorized offiosr 



Kania, T 



FofTTi PCT/ISA/210 (tacond thsel) (July t992} 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intsmv i AppHcatlon Ho 

PCT/EP 97/03472 



C^Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of dooument, with jndioBtion,wherv appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


MEYERS G. AND HELFTENBEIM E.: 
"Transfection of the hypotrichous ciliate 
Stylonychia lemnae with linear DNA 
vectors" 
GENE, 

vol. 63. no. 1, 1988. 
pages 31-40. XP0O2G44344 
cited in the application 
see the whole document 


1.2,6,8, 
12-17,19 


A 


YAO M. AND YAO C: "Transformation of 
Tetrahymena to cycloheximide resistance 
with a ribosomal protein gene through 
sequence replacement" 
PNAS,U.S.A.. 

vol. 88. no. 21, 1 November 1991. 
pages 9493-9497, XPOO2044345 
see the whole document 


1-23 


A 


GAERTIG J. AND GOROVSKY M.: "Efficient 
mass transformation of Tetrahymena 
thermophila by electroporation of 
conjugates" 
PMAS.U.S.A,. 

vol. 89. no. 19, 1 October 1992, 
pages 9196-9200. XP0O2044346 
cited in the application 
see the whole document 


1-23 


A 


US 5 179 022 A (SANFORD JOHN C ET AL) 12 

January 1993 

see the whole document 


9-16, 
18-21.23 


T 


CASSIDY-HANLEY D. ET AL. : ^'Germline and 
somatic transformation of mating 
tetrahymena thermophila by particle 
bonfcardement " 
GENETICS. 

vol. 146, no. 1, May 1997, 
pages 135-147, XP002O44347 
see the whole document 


1-23 


T 


HAI B. AND GOROVSKY M.: -Germ-line 
knockout heterokaryons of an essential 
alpha-tubulin gene enable high-frequency 
gene replacement and a test of gene 
transfer from somatic to germ- line nuclei 
in Tetrahymena thermophila" 
PNAS,U.S.A., 

vol. 94, no. 4, 18 February 1997, 
pages 1310-1315, XPU02044348 
see the whole document 


1-23 



Forni PCT/ISA/210 (oonttnuation ot •aoorKl tbAel) (July 1992} 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Patent document 
cited in search report 



us 5179022 A 



Publication 
date 



12-G1-93 



Intorrv al Application No 

PCT/EP 97/03472 



Pater^t family 
member(9) 



AT 


119569 T 


AU 


2374388 A 


CN 


1036511 A.B 


DE 


3853278 D 


DE 


3853278 T 


EP 


0331855 A 


JP 


1227764 A 


JP 


2559479 B 



Publicatton 
date 



15-03-95 
31-08-89 
25-1G-89 
13-04-95 
13-07-95 
13-09-89 
11-09-89 
04-12-96 



Fo(m PCTnSA/Z10 (patont 1«niry annex) (Juty 1892) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



tntem A^os Aktsnzeiohen 

PCT/EP 97/03472 



A. KLASSIFIZ»ERUNG0E3ANRteL0UNGSGEGE^^^ riOMl /II 

IPK 6 C12N15/79 C12M15/87 C12N1/11 



Naoh d«r Intomationaten Patentktawiftkation (IPK) odcr nach der nationaleit KlawifikaliDn und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Reeherchwrtef MindeatprOfstoff (Klatarfikationaayelem und KlaaaifiKationasymbole ) 

IPK 6 C12N 



Reoherohtertfl 



aber nicht zum MindeatprOfBtoff gah6r»nda Verdffentlichurtgen. aewait diaaa urrtar dta raoherohterten Gabiate fallen 



Wfthrend der 



"ntamationalan Recherche kowulU.rte elaktronischa Datenfaank (Name der Oatanbank und evU. verwendete Suohbegrifte) 



C. AL3 WESEWTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bazetohnung der Verdffentiichung. aowe* arfoidertich unter Angabe der in BetraoW kDmmanden Taile 



Bctr. Anepruch Nr. 



KAHN R. ET AL. : "Transformation of 
Tetrahymena thermophila by microinjection 
of a foreign gene" 
PMAS.U.S.A., 

Bd. 9G, Nr. 20, IS.Oktober 1993. 
Seiten 9295-9299. XPGG2044342 
siehe das ganze Dokument 

HAYNES W. ET AL. : "Induction of 
antibiotic resistance in Paramecium 
tetraurelia by the bacterial gene 
APH-3'-ir 

JOURNAL OF EUKARYOTIC MICROBIOLOGY. 
Bd. 42. Nr. 1, 1995, 
Seiten 83-91, XPGQ2044343 
siehe das ganze Dokument 



1.2,6.8. 

12,13, 

15-17,19 



1,2,6.8. 
13, 

15-17.19 



Wertere VaiOffentHohungen eind dar Fortaelzung von Fe« C zu 
entnehman 



0 



Steha Anhang Patentlamilie 



« Betondere Katagorten von angagabanen Vei«ffen1lnhungan 

•A' VarOffantliohung, die den aUgefnetnan Staftd dac Taohnac daf inlart. 
aber nicht ato baaondare badautsam anzutahan ttt 

'E' ftltaraa Ookunrwnt, das iadooh arrt am Oder naoh dem intemotionalen 
Anmafciadatum verOffantHom worden iat 

•L* Verflffentttohung. die gaeignet irt, ainan Pfioritat»anapnioli iwaifalhafl a^ 
Bohainan zu laaaen. odar duroh die daa VarOirrentliohungtdatum amar 
amtoran im Rechaiohenbarioht gwwnntan VarCtfentliohitng betegt warden 
aoU Oder dta aut ainam andaran baaondaren Grund angageban lat (wie 
auagafOhrt) 

'O* Var«*fant!iohung, die aioh ouf air*e mOndltoha Offenborung, 

aina Banutzung, aina Auistaflung odar andara Maflnahman beriam 

•P' Vereffanttiohunfl, die vor dem intamationalen Anmetdedatum, abar naoh 
dam baantpruohten PrtoritatKtotum verOffenBiohtwofdan itt 



"T Spttere VerOffentltohuog, die nach dem intemationalen Anmaldadadum 
odar dem Piraritatsdatum varOfrantticht warden mi und mtt dar 
AnmeWungn*chlko!iaiert,aondamnurnim VaretAndnia dea der 
Erfindung zugrundeliegendan Prinrlpa odw^derihr zugrundaliagenden 
Theofie angegeben iit 

•X* Vartmantltohung von baaoodeTer Badeutung; die baanapruehte Erfindung 
Kann aitein aufgrund dieaar VefOtfentiiohung nicht ale neu odar aul 
arflndefiioher TAtigkeit beruhend betraohtet warden 

•Y" VaiOffanfliohung von baaordarir Bedeutung; die beanapruchte Erfindung 
kann niohl ala auf arfinderiaoher TAtigkeit beruhend betraohtet 
warden, wenn die VaitMfenttiohung miteiner oder mehreren anderen 
VertmentJiohungen dieaer Kotegorie in Vetbindung gebraoht wkd und 
£aae VettMidung fQr einen Faohmann nahatiagand at 

*&' VerOffantliohung, cfie Mitgbed dereelban Patentfamilia iat 



Datum dea Abaohluseaa der intemationalen Reoherehe 



23.0ktober 1997 



Abaendedatum dea intomalionalen ReoKerohenberiotita 



3 1. 10. 97 



Name Jnd Po»tan»ohrift der Intematkinaien Recherohanbeherde 
EuropAiachea Patantamt, P. B. 5816 Patenttaan 2 
NL-2280 HV Rtjawqk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



BavollmAohtigter Bedienateter 



Kania, T 



Fofinbtan PCT/(S A/210 (Bl^ 2> (Juli 198?) 



^aitP 1 vnn ? 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Iniama les Aktanzeichsn 

pcT/Ep ^imi^n 



C.(Fofts0tZUng) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 




BazMohnung dor VerOffenttiohung, soweit crlordertioh unter Angabe der in Betraotit kDmmenden Tetl« 


Bctr. Anipnioh Nr. 


X 


MEYERS G. AMD HELFTENBEIN E.: 
"Transfection of the hypotrichous ciliate 
Styl onychia lemnae with linear DNA 
vectors" 
GENE» 

Bd. 63, Nr. 1, 1988, 
Seiten 31-40, XP0Q2O44344 
in der Anrreldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 


1.2,5.8. 
12-17,19 


A 


YAO M. AND YAO C: "Transformation of 
Tetrahymena to cydohexiniide resistance 
with a ribosomal protein gene through 
sequence replacement" 
PNAS.U.S.A,, 

Bd. 88, Nr. 21, I.November 1991, 
Seiten 9493-9497, XPG02044345 
siehe das ganze Dokument 


1-23 


A 


GAERTIG J. AND GOROVSKY M.: "Efficient 
mass transformation of Tetrahymena 
thermophiia by electroporation of 
conjugates" 
PNAS.U.S.A., 

Bd. 89, Nr. 19. l.Oktober 1992. 
Seiten 9196-9200, XP002O44346 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 


1-23 


A 


US 5 179 022 A (SANFORD JOHN C ET AL) 

12.Januar 1993 

siehe das ganze Dokunent 


9-16, 
18-21,23 


T 


CASSIDY-HANLEY D. ET AL.: "Germline and 
somatic transformation of mating 
tetrahymena thermophiia by particle 
bombardement" 
GENETICS. 

Bd. 146, Mr. 1, Mai 1997, 
Seiten 135-147, XP0O2044347 
siehe das ganze Dokument 


1-23 


T 


HAI B. AND GOROVSKY M.: "Germ-line 
knockout heterokaryons of an essential 
alpha-tubul in gene enable high-frequency 
gene replacement and a test of gene 
transfer from somatic to germ-line nuclei 
in Tetrahymena thermophiia" 
PNAS.U.S.A., 

Bd. 94, Nr. 4, IS.Februar 1997, 
Seiten 1310-1315, XP002044348 
siehe das ganze Dokument 


1-23 



Fonnbtatt PCT/ISA/210 {FortMUung von Blafl 2) { Juli 1982) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben 2u V«rtJff.ntUchung<^... die i«r P«t«rTttamite gahOran 



Im Recherchenbericht 
angofOhrtes Patentctokument 



US 5179022 A 



IntDmi los AktenzMohen 

PCT/EP 97/03472 



Datum der 
Ver6ffentlichung 



12-01-93 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



AT 
AU 
CN 
DE 
OE 
EP 
JP 
JP 



T 
A 



119569 
2374388 
1G35511 A,B 
3853278 D 
3853278 
0331855 
1227764 



T 
A 
A 



2559479 B 



Datum der 
Ver6ffentlichung 



15-03-95 
31-08-89 
25-10-89 
13-04-95 
13-07-95 
13-09-89 
11-09-89 
04-12-96 



FotmWan PCTHSA^IO (Anh«»9 P«I«»ntl*mi*iBHJ"l' ^^2^ 



